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 RESUMEN 
 
Antecedentes: Los analizadores hematológicos automatizados son capaces de 
realizar recuentos plaquetarios con gran precisión y exactitud. Sin embargo, la 
correlación y concordancia disminuye debido a la presencia de interferentes 
(microcitos, plaquetas gigantes, fragmentos leucocitarios, satelitismo plaquetario, 
entre otros). Por lo tanto, se requiere de metodologías adicionales que puedan 
confirmar los recuentos plaquetarios como son el frotis sanguíneo (aspecto 
cualitativo) y un recuento directo mediante la cámara de Neubauer (aspecto 
cuantitativo). Objetivos: Demostrar la utilidad del azul de metileno para el 
recuento de plaquetas en la cámara de Neubauer. Materiales y métodos: 59 
recuentos plaquetarios fueron realizados en los laboratorios de Hematología y 
Emergencias del hospital Nacional Docente Madre Niño San Bartolomé mediante 
4 metodologías: un recuento óptico de plaquetas “PLTO”, un recuento indirecto 
mediante lámina periférica “RILP” y dos recuentos directos mediante la cámara de 
Neubauer “RDOP” y “RDMP”. Se utilizó estadística descriptiva e inferencial para 
realizar comparaciones entre los grupos. Resultados: Se observó diferencia 
significativa en la distribución de las 4 metodologías y al realizar un análisis post-
hoc se encontró similitud entre los métodos “PLTO” y “RDMP”. Los métodos 
“RDOP”, “RDMP” y “RILP”, mostraron una correlación positiva al ser comparados 
con el método “PLTO”. Adicionalmente, el Test de Bland-Altman demostró sobre 
todo, que el método “RDMP” presentó una alta concordancia con el método 
“PLTO”. Finalmente, se observó que solo el método “RDMP” presentó un 
desempeño de calidad aceptable. Conclusiones: El método “RDMP”, mostró 
mayor fiabilidad estadística, indicadores de desempeño aceptables, correlación 
positiva y concordancia con la metodología automatizada. Palabras clave: 
Plaquetas, recuento de plaquetas, azul de metileno, correlación de métodos. 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Background: Automated hematology analyzers are able to produce platelet 
counts with great precision and accuracy. However, these analyzers can produce 
erroneous counts due to the presence of interferences (microcytes, giant platelets, 
leukocytic fragments, platelet satellitism and so forth). Therefore, additional 
methodologies are required to confirm platelet counts such as blood smear 
(qualitative aspect) and a direct count using the Neubauer chamber (quantitative 
aspect). Objectives: To demonstrate the utility of methylene blue for the platelet 
count in the Neubauer chamber. Materials and methods: 59 platelet counts were 
executed in the Hematology and Emergency laboratories of the San Bartolome 
National Mother-Child Teaching Hospital by 4 methodologies: an optical platelet 
count “PLTO”, an indirect count by blood smear “RILP” and two direct counts using 
the Neubauer chamber “RDOP” and “RDMP”. Descriptive and inferential statistics 
were used to make comparisons between the groups. Results: A significant 
difference was observed in the distribution of the 4 methodologies and after 
applying post-hoc analysis, a similarity between the “PLTO” and “RDMP” methods 
was achieved. The “RDOP”, “RDMP” and “RILP” methods, showed positive 
correlation with the “PLTO” method. In addition to this, the Bland-Altman test 
demonstrated above all, that the “RDMP” method presented a high concordance 
with the “PLTO” method. Finally, it was observed that only the “RDMP” method 
presented acceptable performance in terms of quality for the platelet count. 
Conclusions: The “RDMP” method showed greater statistical reliability, clinical 
significance, acceptable performance indicators, positive correlation and 
concordance with the automated methodology. Key words: Platelets, platelet 
count, methylene blue, correlation of methods. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Las plaquetas son pequeños fragmentos citoplasmáticos, irregulares, 
carentes de núcleo, de 2-3 µm de diámetro. En la actualidad, se sabe que 
provienen de la fragmentación de los megacariocitos, que la vida media 
plaquetaria oscila entre 8 y 11 días y que el recuento plaquetario es muy 
importante para el apoyo o ayuda en el diagnóstico de trastornos involucrados con 
estos fragmentos celulares, en la toma de decisiones médicas para transfusiones 
de sangre, cirugías, tratamiento ante enfermedades hereditarias relacionadas con 
trombocitopenias, entre otros. A lo largo de la historia, se han descrito diversos 
métodos para realizar el recuento plaquetario, entre los más importantes se 
encuentran: 1-2 
 
1.1. Métodos para el recuento plaquetario 
 
1.1.1. Métodos manuales indirectos 
 
Los métodos manuales indirectos utilizan frotices que provienen de sangre 
venosa o capilar. Estos frotices de sangre periférica proveen como principales 
ventajas, otorgar información útil acerca de características morfológicas, como por 
ejemplo, macroplaquetas presentes en algunas neoplasias mieloproliferativas 
crónicas y macrotrombocitopenia, evaluar la agregación plaquetaria producida por 
EDTA asociada a un falso recuento disminuido de plaquetas, satelitismo 
plaquetario (plaquetas adheridas alrededor del neutrófilo), entre otros. La principal 
desventaja es que presentan una mayor imprecisión e inexactitud en el recuento 
de plaquetas, en comparación con los métodos directos y los métodos 
automatizados. Entre los más importantes están: 
 
- Método de Fonio. 
   
- Método de Dameshek-modificación de Fonio. 
  
- Método de Factor 20 000. 
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1.1.2. Métodos manuales directos 
 
Utilizan la cámara de Neubauer, también llamada hemocitómetro o cámara 
cuentaglóbulos y diferentes líquidos de dilución  para contar el número de 
plaquetas por milímetro cubico de sangre. Entre los más importantes se tiene: 
 
- Método de REES ECKER 
 
Es un método de recuento directo de plaquetas que utiliza un líquido 
diluyente en solución hipotónica constituido por varios componentes. Su acción es 
provocar plasmólisis de los glóbulos rojos, impedir la agregación plaquetaria y su 
adhesión a otros elementos. 3 Composición: 
 
Azul de Cresilo Brillante R.A……………….1 g/L. 
 
Citrato de Sodio R.A……………………….38 g/L. 
 
Formol neutro……………………………….22 mL. 
 
Agua destilada…………………………….978 mL. 
 
Como principal ventaja se tiene que las plaquetas se observaran de color 
azul refringentes bajo el microscopio óptico de campo claro o bajo un microscopio 
de contraste de fases. Como principales desventajas se tiene que el recuento 
todavía debe ser realizado por personal experimentado, debido a que pueden ser 
confundidos por otros elementos, como partículas de polvo, leucocitos o 
bacterias; no siempre se lisan todos los hematíes y la disponibilidad de los 
reactivos por parte de los laboratorios de hematología es variable.  
 
- Método de ROVATTI 
 
Es un método de recuento directo de plaquetas que utiliza un líquido 
diluyente en solución hipotónica. Su acción es provocar lisis de los glóbulos rojos, 
impedir la agregación plaquetaria y su adhesión a otros elementos.4 Composición: 
3 
 
Azul de Cresilo Brillante R.A………………0.01 g. 
 
Procaína o novocaína………………………..2,0 g. 
 
Solución fisiológica………………………..100 mL. 
 
Como principal ventaja se tiene que las plaquetas se observaran 
refringentes bajo el microscopio óptico de campo claro o bajo un microscopio de 
contraste de fases y como principales desventajas se tiene que el recuento 
todavía debería ser realizado por personal experimentado, debido a que pueden 
ser confundidos por otros elementos, como partículas de polvo, leucocitos o 
bacterias; no siempre se lisan todos los hematíes y la disponibilidad de los 
reactivos por parte de los laboratorios de hematología es variable. 
 
- Método de BRECHER Y CRONKITE 
 
Es un método de recuento directo de plaquetas que utiliza un líquido 
diluyente compuesto por oxalato de amonio y agua destilada. Su acción es 
provocar plasmólisis de los glóbulos rojos, degeneración nuclear de los leucocitos, 
impedir la agregación plaquetaria y su adhesión a otros elementos.5-11 
Composición: 
 
Oxalato de amonio…………………….1 g. 
 
Agua destilada…………………….100 mL. 
 
Como principal ventaja se tiene que las plaquetas se observaran 
refringentes bajo el microscopio óptico de campo claro y con una mayor 
refringencia mediante un microscopio de contraste de fases; el oxalato de amonio 
asegura el aclaramiento del medio por hemolisis de los hematíes. Como 
principales desventajas se tiene que el recuento todavía debería ser realizado por 
personal experimentado, debido a que pueden ser confundidos por otros 
elementos, como partículas de polvo, leucocitos o bacterias. 
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1.1.3. Métodos automatizados  
 
- Recuento por impedancia 
 
Fue el primer método automatizado descrito. Su creador, Wallace H. 
Coulter sentó las bases del principio de la impedancia en 1947. Coulter determinó 
que la carga eléctrica podía ser utilizada para determinar el tamaño y número de 
micropartículas en una solución.  
 
Cuando las células están suspendidas en una solución electrolítica y pasan 
a través de una apertura, el cambio en la impedancia eléctrica es detectado en 
esa zona, entonces, cada célula da una señal de impedancia, el cual es 
proporcional al volumen de las células detectadas, como consecuencia, este 
método puede ser usado para obtener tanto el tamaño como el número de 
células. En un inicio, una de las utilidades fue su aplicación para el recuento de 
hematíes y leucocitos, más tarde se aplicó para el recuento de plaquetas, pero se 
hacía uso de plasma rico en plaquetas. Posteriormente, se mejoró esta tecnología 
mediante el enfoque hidrodinámico y para la corrección de doble coincidencia, 
para la discriminación de hematíes y plaquetas, obteniendo un recuento más 
exacto de plaquetas en sangre periférica.12 
 
Mediante este método, las partículas menores a 20 fL, los cuales incluyen, 
como por ejemplo, fragmentos de glóbulos rojos, microcitos, fragmentos de 
células leucémicas, crioglobulinas y bacterias que pueden ser contadas como 
plaquetas, trayendo como resultado, un recuento elevado. 
 
- Recuento óptico unidimensional y bidimensional 
 
Mediante la citometría de flujo, las células son contadas cuando están en 
un diluyente adecuado y pasan a través de un estrecho haz de luz (Laser de Helio 
– Neón) para el análisis de plaquetas unidimensional. La iluminación y dispersión 
de luz que generan son medidas en un ángulo. Esto conduce a la evaluación del 
número de pulsos eléctricos generados en proporción al número y volumen de 
células. La mejora, en comparación con el método automatizado anterior, es que 
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mediante la dispersión de luz en dos dimensiones se logra la discriminación de 
plaquetas y otras partículas diferentes a esta. La medición de estas dos 
dispersiones de luz es convertida en información de volumen (medida del tamaño) 
e índice de refractividad (densidad de la plaqueta). 
 
Entonces, esta metodología es usada para distinguir plaquetas, 
macroplaquetas, hematíes, fragmentos de células y desechos. Como principal 
utilidad, el recuento óptico de plaquetas ha mejorado la exactitud de recuento en 
muestras con macroplaquetas.13 
 
- Recuento óptico de plaquetas fluorescentes – citometría de fluorescencia 
(Optical light scatter/fluorescence) 
 
Este método para el recuento de plaquetas utiliza una tinción de polimetina 
y realiza un conteo simultáneo de reticulocitos, hematíes y plaquetas 
fluorescentes mediante la tinción de los ácidos nucleicos de células reticuladas y 
gránulos plaquetarios. 
 
En la celda de flujo, cada célula pasa a través de un rayo de luz de un láser 
semiconductor, luego, la intensidad de la fluorescencia de cada célula es 
analizada, lo cual conduce a la separación de plaquetas de eritrocitos y 
reticulocitos. La tinción fluorescente de las plaquetas no solo lleva a diferenciarlas 
de partículas no plaquetarias, sino también a la detección de plaquetas gigantes.13 
 
- Recuento inmunológico de plaquetas 
 
Esta metodología utiliza sangre anticoagulada con EDTA con anticuerpos 
monoclonales antiplaquetarios, los cuales, están conjugados con una sustancia 
denominada fluorocromo. El Isotiocianato de fluoresceína (FITC) es el más 
utilizado.  
 
Debido a la capacidad de estos anticuerpos monoclonales (anti CD-41 y 
anti CD-61) para discriminar inequívocamente a las plaquetas le da una marcada 
solidez en cuanto a precisión y exactitud para el recuento plaquetario. La 
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coincidencia (plaquetas: hematíes y hematíes: hematíes) debe ser eliminada por 
selección de dilución óptima, 1000 eventos de plaquetas son contadas para 
asegurar la exactitud incluso en muestras trombocitopénicas. A partir de ello, el 
recuento de plaquetas se deriva mediante la razón de plaquetas fluorescentes y 
hematíes, en la muestra. El recuento de plaquetas inmunológico es simple, 
rápido, seguro y fácilmente transferible a algún laboratorio con un citómetro de 
flujo. La principal desventaja es el alto costo de los anticuerpos monoclonales y un 
citómetro de flujo. Adicionalmente, existe una buena correlación con el existente 
método directo recomendado para un recuento normal y bajo de plaquetas.13 
 
1.2. Azul de Metileno 
 
Es un colorante básico que ha sido reconocido hasta el día de hoy, como un 
importante colorante nuclear. Teóricamente, su estructura corresponde a una 
tetrametiltionina y tiende a oxidarse muy fácilmente que prácticamente es 
imposible obtenerlo en su forma pura. Aquí su estructura: 
 
 
 
En el comercio se encuentra, generalmente, como una doble sal, el cloruro 
de zinc y azul de metileno. Esta sal de zinc le permite ser menos soluble a 26°C 
en alcohol (1.48%) que en agua (3.55%). 
 
El azul de metileno es quizás, el colorante nuclear más usado, después de 
la hematoxilina. Su uso es diverso, no solo como colorante nuclear en patología, 
sino también como colorante para bacterias, antiséptico tópico, cicatrizante 
interno, en acuicultura (como antifúngico) y también para tratar animales contra 
infecciones causados por ciertos parásitos.14 
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1.2.1. Fundamento y utilidad de la coloración 
 
Un colorante básico, como el azul de metileno, está formado por la 
asociación de un cromógeno de baja intensidad y carácter débilmente ácido, con 
grupos auxocromos catiónicos fuertemente básicos que son los responsables de 
la carga global del colorante. Por lo tanto, se utilizan para colorear estructuras 
acidas, como por ejemplo, las moléculas contenidas en el interior de los núcleos 
celulares en forma de ácidos nucleicos, específicamente, los grupos fosfóricos 
ácidos.15 
 
Para el propósito de este estudio, la oxidación de este colorante por 
agentes como el bicarbonato de sodio y sometimiento a ebullición, generará la 
presencia de azures (derivados con un menor número de grupos metilo) y se 
estima, que tienen una mayor apetencia e interacción (atracción electrostática) 
con las moléculas de glucosaminoglicanos ácidos no sulfatados (ácido siálico) 
que se encuentran en la membrana plaquetaria.16 De esta forma, se pueden 
reconocer a las plaquetas en la cámara de neubauer no sólo por su refringencia  y 
morfología, sino también ahora, por su color. 
 
1.3. Importancia y problemática sobre los recuentos de plaquetas 
 
 
Entre los métodos de recuento indirecto (lámina periférica), está el método 
“Red blood cells/Platelet Ratio”,17 que ya ha sido comprobado que guarda una 
buena correlación con la metodología automatizada y fue usado en este estudio. 
Sin embargo, en Perú, no se tiene estandarizado que método utilizar, como 
consecuencia, los reportes pueden presentar una concordancia débil, así lo 
demostró Conde S. y Rodríguez R.18 
 
Por otro lado, entre los métodos de recuento directo (cámara de 
Neubauer), se encuentra el método de “Brecher y Cronkite”, el cual, es 
recomendado por The International Council for Standardization in Haematology 
(ICSH) y The International Society for Laboratory Hematology (ISLH).19 No 
obstante, se requiere de un microscopio de contraste de fases, ya que si se usa 
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un microscopio óptico de solo campo claro, existe dificultad para reconocer a las 
plaquetas (carecen de color). 
 
Adicionalmente, se propone un nuevo método directo, el método “RDMP”, y se 
realiza este primero estudio que está dirigido para demostrar que es posible 
contar plaquetas de manera general (recuentos normales, altos o bajos), haciendo 
uso de un microscopio de campo claro, en el cual, se puedan reconocer a las 
plaquetas de manera fácil y rápida por su color (azul) y refringencia; y que utilice 
reactivos baratos (costo de la prueba aproximádamente 0.5 dólares americanos) 
para que esté al alcance, no solamente, de los pacientes con escasos recursos 
económicos, sino también de los laboratorios con una implementación muy básica 
para realizar pruebas hematológicas importantes en donde esté incluido el 
recuento de plaquetas, como el hemograma. Por ejemplo, el Perú presenta 2296 
centros de salud, que por definición, los laboratorios clínicos no cuentan con 
equipos automatizados, según la última Norma Técnica de Salud N°021 - 
MINSA.20  
 
Es por ello, que se planteó como objetivo de este estudio, evaluar la confiabilidad 
generada por la estimación del recuento plaquetario del método “RDMP” al 
compararlo con otras formas de recuento estandarizadas y así, que sea útil para 
confirmar recuentos generados por un equipo automatizado o cuando el 
laboratorio no cuente con éste, el cual es frecuente todavía en algunas regiones 
del Perú. 
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II. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo general 
 
Evaluar la utilidad del azul de metileno para el recuento de plaquetas en la 
cámara de Neubauer. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
- Determinar el coeficiente de variación interobservador en los resultados 
reportados con azul de metileno para el recuento de plaquetas en la 
cámara de Neubauer. 
 
- Comparar los recuentos plaquetarios generados por las diferentes 
metodologías empleadas. 
 
- Determinar la correlación, concordancia y significancia clínica generadas 
por las diferentes metodologías empleadas. 
  
- Demostrar que las plaquetas se observan refringentes y/o de color azul en 
la cámara de Neubauer. 
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III. MÉTODOS 
 
El presente estudio fue realizado en los laboratorios de Hematología y 
Emergencias del hospital Nacional Docente Madre Niño San Bartolomé, durante 
el mes de julio del 2018 y contó con las siguientes características: 
 
3.1 Diseño 
 
Estudio de enfoque cuantitativo, descriptivo y de corte transversal. 
 
3.2. Población 
 
La población está integrada por 150 pacientes a los cuales se les realizó un 
examen hematológico de laboratorio en donde esté incluido el recuento de 
plaquetas. 
 
3.3. Muestra 
 
Está conformado por 59 muestras de sangre venosa extraídas con EDTA 
dipotásico o tripotásico. 
 
3.3.1. Tipo de muestreo 
 
Probabilístico de tipo aleatorio simple. 
 
3.3.2. Determinación de la muestra 
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N =Tamaño de la población       q =Probabilidad de fracaso 
Z =Nivel de confianza                 p =Probabilidad de éxito o proporción esperada 
d =Precisión (error máximo admisible en términos de proporción)                                              
 
Reemplazando los valores identificados: 
 
                                                            ≃ 59 
 
3.4. Variables 
 
 
3.4.1. Variable Independiente 
 
- Recuento de plaquetas en la cámara de Neubauer. 
  
3.4.2. Variable Dependiente 
 
- Utilidad del azul de metileno para el recuento de plaquetas en la cámara de 
Neubauer. 
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3.4.3. Criterios de Inclusión 
 
- Muestras de sangre venosa extraídas con EDTA dipotásico o tripotásico 
con menos de 4 horas de almacenamiento. 
 
- Muestras de sangre venosa extraídas de pacientes en el Hospital Nacional 
Docente Madre Niño San Bartolomé durante el mes de julio del 2018. 
 
- Determinación del recuento plaquetario mediante metodología óptica, 
lámina periférica y cámara de neubauer. 
 
 
3.4.4. Criterios de Exclusión 
 
- Presencia de coágulos en las muestras extraídas con EDTA dipotásico o 
tripotásico. 
 
- Muestras de sangre venosa extraídas con otro tipo de anticoagulante. 
 
- Muestras de sangre venosa lipémicas, ictéricas o hemolizadas. 
 
- Volumen inadecuado de las muestras de sangre venosa (incumplimiento 
de la proporción EDTA/Sangre). 
 
3.4.5. Operacionalización de variables 
 
Anexo 1 
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3.5. Técnicas e instrumentos 
 
Ficha de recolección de datos. Anexo 2 
 
3.6. Plan de procedimientos 
 
3.6.1. Desarrollo del instrumento de obtención de datos (ficha de 
recolección)  
 
Es una ficha para evaluar la coloración, refringencia y cantidad de plaquetas, el 
cual se generó específicamente para este trabajo de investigación, entonces, se 
procedió a realizar los procedimientos de validación y confiabilidad. 
 
A) Validación 
El instrumento se validó aplicando la técnica de Juicio de Expertos. Para ello, se 
seleccionaron a tres expertos profesionales especialistas en el área objeto de 
estudio e investigación a quienes se les proporcionó el presente trabajo de 
investigación y la ficha de recolección de datos para su revisión y evaluación. Los 
jueces expertos calificaron por unanimidad una valoración a criterios que figuran 
en el documento establecido y otorgado por la Escuela Profesional de Tecnología 
Médica, perteneciente a la Facultad de Medicina Humana de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos. Los resultados fueron calificados como 
aceptables y válidos. Anexo 3  
 
B) Confiabilidad del instrumento 
 
Se aplicó la ficha de recolección de datos a 30 muestras piloto. Posteriormente, 
se obtuvo el coeficiente del Alfa de Cronbach (Alfa=0.895), el cual indica que el 
nivel de consistencia interna del instrumento para evaluar la coloración y 
refringencia  empleada es alto, y por consiguiente lo califica como idóneo y apto 
para su aplicación en este estudio. 
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3.6.2. Obtención de datos 
 
Después de ser aprobados todos los permisos debidos para la realización 
de este trabajo de investigación en el hospital Nacional Docente Madre Niño San 
Bartolomé, se procedió a la obtención de datos y tuvo las siguientes 
características: 
 
- En primer lugar, se entregó una solicitud de participación a los 2 
participantes de este estudio (anexo 4), los cuales fueron, 1 Tecnólogo 
médico del área de laboratorio de hematología y 1 Tecnólogo médico del 
área de laboratorio de emergencias, luego se entregaron las fichas de 
recolección de datos y el procedimiento operativo estandarizado (POE). 
 
- Después del registro de las muestras, se procedió a realizar el frotis 
sanguíneo para un recuento indirecto de plaquetas, luego se usó el 
analizador hematológico automatizado Abbott CELL-DYN Ruby. 
 
- Posteriormente, se llevó a cabo el método de Brecher y Cronkite, que 
figura en este estudio con el nombre de “original” y el método G&S, que es 
un método de recuento directo de plaquetas propuesto por el autor de este 
estudio. 
 
- Después de recolectar todas las muestras, se hizo un recuento de 20 
muestras por el método “modificado”, en paralelo, por los dos tecnólogos 
médicos para poder calcular el rango de los coeficientes de variación 
interobservadores. 
 
- Debido a que este estudio tuvo un muestreo probabilístico de tipo aleatorio 
simple, se registraron, procesaron y anotaron los resultados 
correspondientes de todas las muestras sanguíneas que se encontraron 
dentro del marco de criterios de inclusión/exclusión, sin que el orden de 
llegada intervenga. 
 
- La frecuencia de obtención de datos fue dos veces por semana durante el 
mes de julio del 2018. 
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- Finalmente, con los controles internos donados, se procedió a realizar 20 
recuentos mediante las metodologías “RDOP”, “RDMP” y “RILP” en cada 
uno de los niveles (bajo, normal y alto)  para compararlos con información 
interlaboratorial realizada con la metodología “PLTO” y el requisito de la 
calidad para el recuento de plaquetas dado por CLIA. 
 
3.6.3. Procedimientos 
 
A. Recuento óptico de plaquetas 
 
El equipo hematológico automatizado que se usó fue el Abbott CELL-DYN 
Ruby, que mediante sistema de aspiración abierto, absorbe ≤150 uL de sangre 
total y la metodología de recuento es debido a la dispersión de luz en 2 
dimensiones (recuento óptico bidimensional).  
 
Para más especificaciones propias del procedimiento de recuento en este 
equipo, ver anexo 5. 
 
B. Recuento manual directo: Brecher y Cronkite 
 
En este trabajo de investigación figura con el nombre de “original” para 
diferenciarlo de otros métodos alternativos creados a partir de éste.5-7, 9 
 
Este recuento fue realizado a partir de las indicaciones descritas en los 
artículos “The reproducibility and constancy of the platelet count” y “Morphology 
and Enumeration of Human Blood Platelets”.21-22 Para más especificaciones 
propias del procedimiento mediante esta metodología, ver anexo 6. 
 
C. Recuento manual directo “modificado” propuesto, mediante uso del azul 
de metileno de “HAMA” 
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Este tipo de azul de metileno modificado propuesto por el autor de este 
estudio, autodenominado Azul de Metileno de “HAMA”, se preparó de la siguiente 
forma: Diluir 1 gr de azul de metileno en 100 mL de agua destilada, agregar 1 gr 
de bicarbonato de sodio y mezclar durante 1 minuto, luego, llevar la solución a 
ebullición (100°C), una vez logrado, cronometrar 30 minutos. Finalmente, dejar 
enfriar la solución a temperatura ambiente, mezclar durante 1 minuto y filtrar con 
doble papel Whatman N°2 o grado 2. La solución está lista para su uso y su 
almacenamiento es a Tº ambiente. 
 
Este método de recuento directo de plaquetas propuesto por el autor de 
este estudio y que figura también como recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP” se estandarizó de la siguiente manera: 
 
1. Se realiza una dilución, previa homogenización de la muestra sanguínea, 
con oxalato de amonio al 1% (mover esta solución antes de su uso por 
unos breves segundos también), en tubos de plástico de 12x75 mm (no se 
debe usar vidrio debido a que las plaquetas pueden adherirse a las 
paredes del tubo), de tal manera que por cada 20 uL de sangre, se debe 
agregar 870 uL de oxalato de amonio al 1%. Limpiar el exceso de sangre 
en la superficie del tip o puntilla con un pedazo de papel toalla antes de 
mezclar con el oxalato de amonio al 1%. 
 
2. Luego, se homogeniza la mezcla mediante el uso de una micropipeta 
(fijada a 870 uL) o mediante el uso de parafilm durante 20 segundos y se 
dejó reposar el tubo a temperatura ambiente por 15 minutos. 
 
3. Se agrega 30 uL del azul de metileno de “HAMA” y se mezcla 5 veces 
mediante el uso de una micropipeta o mediante el uso de parafilm. 
Inmediatamente después, se mide 20 uL de la solución total (limpiar 
brevemente el exceso en la superficie del tip o puntilla con un pedazo de 
papel toalla), se carga en un sólo lado de la cámara de Neubauer (deberá 
sobrar muy poco de solución en el tip) y se deja reposar en una placa Petri 
de vidrio o plástico con un pequeño trozo de algodón húmedo o un pedazo 
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de papel filtro húmedo por 5 minutos, para permitir la sedimentación de 
plaquetas. 
 
4. Finalmente, el recuento se realiza mediante un microscopio óptico de 
campo claro, a 40X, el condensador totalmente abajo, el diafragma 
semicerrado o casi cerrado por completo y en la zona de recuento de 
hematíes (cuadrante secundario central), con excepción del cuadrante 
terciario central (solo 4 cuadrantes, superior izquierda y derecha; inferior 
derecha e izquierda). Las plaquetas se pueden diferenciar de otros 
elementos debido a su color azul, refringencia y forma circular u oval 
(anexo 7). El número de plaquetas total contadas se multiplicó por 2875, 
dando como resultado el número de plaquetas/uL de sangre. 
 
Notas:  
 
- Si se cuentan menos de 50 plaquetas en total, se debe modificar el método 
con el uso de las siguientes proporciones: por cada 20 uL de sangre, 
agregar 425 uL de oxalato de amonio al 1% y 15 uL de Azul de Metileno de 
“HAMA” en sus pasos respectivos. El número de plaquetas total contadas 
se debe multiplicar por 1437, dando como resultado el número de 
plaquetas/uL de sangre. 
 
- Si se cuentan más de 200 plaquetas en total, se debe modificar el método 
con el uso de las siguientes proporciones: por cada 20 uL de sangre, 
agregar 1760 uL de oxalato de amonio al 1% y 60 uL de Azul de metileno 
de “HAMA” en sus pasos respectivos. Todos los demás pasos se 
mantienen sin ninguna variante. El número de plaquetas total contadas se 
debe multiplicar por 5750, dando como resultado el número de 
plaquetas/uL de sangre. 
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Para contribuir con una mejor estandarización del procedimiento y así 
disminuir el sesgo, se generó un procedimiento operativo estandarizado.       
Anexo 8 
 
D. Recuento indirecto de plaquetas mediante el frotis sanguíneo: Estimación 
del recuento plaquetario con base en la razón de  plaquetas/glóbulos 
rojos (Red Blood Cells/Platelet Ratio) 
 
Este recuento fue realizado a partir de las indicaciones descritas en el 
trabajo de investigación denominado “Estimation of the Platelet count basis on 
Red Blood Cells/Platelet ratio”.17 
 
Para más especificaciones propias del procedimiento mediante esta 
metodología, ver anexo 9. 
 
3.7. Análisis de datos 
 
3.7.1. Procesamiento de datos 
 
A. Registro y tabulación 
 
 
Los resultados obtenidos, tanto por el recuento óptico de plaquetas, 
recuento directo “original” de plaquetas y recuento indirecto de plaquetas fueron 
registrados directamente en el programa EXCEL del sistema operativo Windows 
XP. 
 
Los resultados obtenidos por el recuento directo “modificado” de plaquetas 
fueron registrados manualmente en fichas de recolección de datos diseñadas 
para este trabajo de investigación y luego, llevados al programa EXCEL del 
sistema operativo Windows XP. 
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B. Análisis de datos 
 
B.1. Establecimiento de los rangos de recuento y cálculo de la media 
aritmética, desviación estándar y mediana 
 
El análisis de datos empezó con la aplicación de estadística descriptiva 
como lo son, el cálculo de la media aritmética, desviación estándar y mediana de 
los datos recolectados. 
 
B.2.  Cálculo de los coeficientes de variación (CV) interobservadores 
 
Después se realizó un recuento de 20 muestras por el método 
“modificado”, en paralelo, por los dos tecnólogos médicos para poder calcular el 
rango de los coeficientes de variación interobservadores. 
 
B.3. Aplicación de Test de normalidad o Contraste de normalidad 
 
Se realizó con el fin de evaluar la distribución de valores y comprobar si se 
verifica o rechaza la hipótesis nula de que las muestras provienen de una 
población con distribución de probabilidad normal. Se aplicó el Test de 
Kolmogorov-Smirnov (K-S) y el Test de Shapiro-Wilk (S-W). 
 
B.4. Aplicación de estadística NO PARAMÉTRICA 
  
Debido a que se comprobó que 3 grupos (recuento “automatizado”, 
“original” y “modificado”) rechazaron la hipótesis nula de distribución normal, para 
un nivel de significancia ≤0.05, se procedió a realizar la estadística NO 
PARAMÉTRICA para realizar comparaciones entre todos los grupos. Se aplicó el 
Test de Friedman seguido del Test post-hoc de Dunn. 
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B.5. Determinación del coeficiente de correlación de Spearman, para un 
nivel de significancia p≤0.05 
 
Para su determinación, se usó los valores obtenidos en cada uno de los 
métodos de recuento (PLTO, RDMP, RDOP y RILP), con la finalidad de saber la 
fuerza de asociación entre los diferentes métodos. 
 
B.6. Análisis de regresión lineal 
 
Se procedió a realizar el análisis de regresión lineal con la finalidad de 
graficar un modelo de relación entre las variables y utilizar una de ellas para 
explicar la otra. Para ello se tomó como referencia a los recuentos óptico de 
plaquetas (variable X) debido a que conserva una buena correlación con el 
método actual de referencia (método inmunoplaquetas). Los recuentos de 
plaquetas “RDMP”, “RDOP” y “RILP” serán la variable Y para representar, cada 
uno, la ecuación de regresión con el método de referencia en este estudio 
“PLTO”. 
 
Y = aX + b 
 
Donde a y b representan a la pendiente de la recta corregida y el 
intercepto, respectivamente. 
 
B.7. Test de Bland-Altman (análisis de diferencias individuales) 
 
Esta prueba determinará la concordancia entre los métodos “RDOP”, 
“RDMP”, “RILP” con el método “PLTO”. Este Test gráfico está basado en el 
análisis de las diferencias individuales, que permite determinar los límites de 
concordancia y visualizar de forma gráfica las discrepancias observadas, con la 
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Sesgo = (Media del método de recuento utilizado - Media de 
los laboratorios) / Media de los laboratorios 
Error total = 2*CV (del método de recuento utilizado) 
+ V.A. Sesgo 
finalidad de saber hasta qué punto, los resultados obtenidos mediante las 
diferentes metodologías son equivalentes. 
 
B.8. Determinación del desempeño de calidad en los niveles 1, 2 y 3 para las 
metodologías RDOP, RDMP y RILP 
 
Se realizaron 20 mediciones mediante las metodologías “RDOP”, “RDMP” y 
“RILP” en cada uno de los niveles 1, 2 y 3 (bajo, normal y alto, respectivamente) a 
partir de controles internos donados por un representante de la casa comercial 
Sistemas Analíticos; empresa autorizada para proveer de equipos Abbott en el 
Hospital Nacional Docente Madre Niño San Bartolomé. Luego, se halló la media 
aritmética, desviación estándar (DS) y coeficiente de variación (CV) y a partir de 
estos, el sesgo y error total de las mediciones. Posteriormente, se compararon los 
resultados con información interlaboratorial del mismo lote brindada  por el mismo 
proveedor y un requisito de la calidad para el recuento de plaquetas dado por 
CLIA. 
 
El cálculo del sesgo y el error total se hizo de la siguiente forma: 
 
 
 
 
 
 
*: multiplicación. CV: coeficiente de variación. V.A. Sesgo: valor absoluto del 
sesgo. 
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B.9. Cálculo de indicadores de desempeño  
 
Junto con el hallazgo del desempeño de calidad, se realizó el cálculo del 
índice de error total (IET), el coeficiente de variación relativo (CVR) y el sesgo 
relativo (SR) para contribuir y reforzar el concepto de significancia clínica con el 
impacto que se puede generar a partir de los resultados que provee el laboratorio 
clínico. Su determinación se realizó de la siguiente manera: 
 
IET = ET/RQ 
 
 CVR = CV/(RQ/3) 
 
SR = V.A.Sesgo/(RQ/4)  
IET: índice de error total. CVR: coeficiente de variación relativo. SR: Sesgo 
relativo. ET: error total. RQ: requisito de la calidad. V.A.Sesgo: valor absoluto del 
sesgo. 
 
3.8. Consideraciones éticas 
 
3.8.1. Aprobación para la realización del presente trabajo de investigación 
por parte de la jefatura del servicio de Patología Clínica  
 
Los laboratorios de hematología y emergencias del Hospital Nacional 
Docente Madre Niño San Bartolomé, se encuentran formando parte del servicio 
de patología clínica. Anexo 10 
 
3.8.2. Aprobación para la realización del presente trabajo de investigación 
por parte de la oficina de Docencia e Investigación 
Se recibió la aprobación por parte del comité de ética institucional e 
investigación de esta oficina que pertenece al hospital en referencia. Anexo 11 
23 
 
IV. RESULTADOS 
 
Se recolectaron 59 muestras, de las cuales se excluyeron 2 muestras por 
presentar “outliers” o valores atípicos extremos, que para el caso del recuento 
indirecto de plaquetas mediante lámina periférica fueron valores imposibles de 
calcular; un caso fue de pseudotrombocitopenia inducida por EDTA y el otro fue 
de trombocitosis (1 millón de plaquetas/uL). Finalmente, se consideraron sólo 57 
muestras para poder realizar comparaciones sustentables entre los 4 métodos. 
De este número final de muestras, 11 casos (19%) fueron trombocitopenias, 6 
casos (10%) fueron trombocitosis y 40 casos (71%) fueron recuentos normales 
(150-450 x103 plaquetas/uL).  Los resultados fueron los siguientes: 
 
 
4.1. Morfología, refringencia y coloración plaquetaria - método “RDMP”  
 
Mediante la ficha de recolección de datos, que fue hecha para el método de 
recuento RDMP, se obtuvo lo siguiente: en el 100% de las observaciones, las 
plaquetas se mostraron azules (Figuras 1, 2, 3 y 4), refringentes (Figuras 5, 6, 7 
y 8) y el valor numérico fue comparado con los otros métodos de recuento.  
 
Durante la visualización, también se observaron algunos leucocitos y 
macroplaquetas, estos se diferenciaron por su morfología; y un fondo con muy 
pocos hematíes, estos se distinguieron por su morfología, poca o nula tanto 
refringencia como coloración. 
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Figura 1. Coloración plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante superior 
izquierdo de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: macroplaqueta. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 2. Coloración plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante superior 
derecho de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: hematíe. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 3. Coloración plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante inferior 
derecho de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: hematíe. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 4. Coloración plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante inferior 
izquierdo de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 5. Refringencia plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante superior 
izquierdo de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 6. Refringencia plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante superior 
derecho de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: hematíe. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 7. Refringencia plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante inferior 
derecho de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: hematíe. Flecha roja: plaqueta. 
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Figura 8. Refringencia plaquetaria visualizada a 40X en el cuadrante inferior 
izquierdo de la zona de recuento de plaquetas según el método “RDMP”. 
Flecha verde: leucocito. Flecha amarilla: hematíe. Flecha roja: plaqueta. 
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4.2. Establecimiento de los rangos de recuento, cálculo de la media 
aritmética ± desviación estándar y mediana 
 
En el presente trabajo de investigación, el método que mostró una mayor 
dispersión de datos con respecto a su media, fue el “RILP”, siendo por lo tanto, el 
que menor precisión tuvo con respecto a los demás métodos (Tabla 1). Las 
medianas estuvieron muy cercanas a sus medias, lo que indica que no hubo 
valores muy atípicos que pudieran afectar el valor numérico real que separa la 
mitad superior de los recuentos, de la mitad inferior. (Gráfico 1) 
 
Tabla 1. Establecimiento de los rangos de recuento, media aritmética ± 
desviación estándar y mediana 
 
 
AUTOMATIZADO 
“PLTO” (x103/uL) 
“ORIGINAL” 
(x103/uL) 
“MODIFICADO” 
(x103/uL) 
“LÁMINA 
PÉRIFERICA” 
(x103/uL) 
RANGO 41 - 640 37.5 - 550 43 - 690 72 - 756 
MEDIA ± 
DS 
267.47 ± 141.76 222.81 ± 121.52 267.45 ± 140.60 347.30 ± 159.07 
MEDIANA 261 215 261.63 338 
 
AUTOMATIZADO “PLTO”: recuento óptico de plaquetas. “ORIGINAL”: recuento directo 
original de plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP”. “LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
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Gráfico 1. Comparación de la media aritmética, desviación estándar y  mediana 
para los métodos de recuento de plaquetas utilizados. El método automatizado y el 
modificado  mostraron medidas de tendencia central y de dispersión similares. 
 
4.3. Determinación de los coeficientes de variación interobservadores para 
el método RDMP 
 
El presente estudio halló que el método “RDMP”, presentó coeficientes de 
variación interobservador que estuvieron entre los rangos de 5.1% - 7.2% 
(Gráfico 2 y Tabla 2). 
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Gráfico 2. Comparación de los coeficientes de variación (CV) interobservadores del 
método “RDMP”. Estos tuvieron un rango entre 5.1% y 7.2%. 
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Tabla 2. Determinación de los coeficientes de variación interobservadores 
para el método RDMP 
 
MUESTRA
 
COEFICIENTES DE VARIACIÓN 
INTEROBSERVADORES (%) 
m1 5.1 
m2 5.5 
m3 5.6 
m4 6.2 
m5 5.8 
m6 5.4 
m7 5.1 
m8 6.3 
m9 6.8 
m10 6.6 
m11 6.1 
m12 5.9 
m13 7.2 
m14 5.4 
m15 5.2 
m16 5.7 
m17 6.4 
m18 6.7 
m19 5.2 
m20 5.9 
 
                  mX: número de muestra 
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4.4. Aplicación de Test de normalidad o Contraste de normalidad 
 
En este estudio, la aplicación de Test o contraste de normalidad se usó 
para comprobar si se verifica la hipótesis de normalidad necesaria para que 
ciertos análisis presenten fiabilidad estadística, como por ejemplo, para el análisis 
de varianzas (ANOVA) o el Test post hoc de Dunn. Con respecto a esa 
característica a evaluar, se utilizaron Kolmogorov-Smirnov (Tabla 3) y Shapiro-
Wilk (Tabla 4). Estos mostraron el rechazo de la hipótesis de normalidad (p≤0.05) 
para los métodos de recuento “PLTO”, “RDOP” y “RDMP” y para su visualización 
fueron graficadas, para los 4 métodos empleados, histogramas de frecuencias y 
curvas de distribución. (Gráficos 3, 4, 5 y 6) 
 
Tabla 3. Aplicación del Test de normalidad o contraste de normalidad 
Kolmogorov-Smirnov (K-S) 
 
Test de 
normalidad K-S 
AUTOMATIZADO 
“PLTO” “ORIGINAL” “MODIFICADO” 
“LÁMINA 
PERIFÉRICA” 
Distancia K-S  0.1341 0.1187 0.1209 0.09634 
Valor “p”  0.0124 0.0442 0.0371 p > 0.10 
Pasó el test de 
normalidad 
(p<0.05)? 
No No No Yes 
 
AUTOMATIZADO “PLTO”: recuento óptico de plaquetas. “ORIGINAL”: recuento directo 
original de plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP”. “LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
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Tabla 4. Aplicación del Test de normalidad o contraste de normalidad 
Shapiro-Wilk (S-W) 
 
Test de 
normalidad S-W  
AUTOMATIZADO 
“PLTO” “ORIGINAL” “MODIFICADO” 
“LÁMINA 
PERIFÉRICA” 
Distancia S-W  0.9281 0.9230 0.9507 0.9660 
Valor “p”  0.0022 0.0014 0.0211 0.1085 
Pasó el test de 
normalidad 
(p<0.05)? 
No No No Yes 
 
AUTOMATIZADO “PLTO”: recuento óptico de plaquetas. “ORIGINAL”: recuento directo 
original de plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP”. “LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
 
 
 
Gráfico 3. Histograma de frecuencias y curva de distribución del método “RDOP” 
0E+00
5E-07
1E-06
2E-06
2E-06
3E-06
3E-06
4E-06
0
5
10
15
20
25
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
38 
 
 
Gráfico 4. Histograma de frecuencias y curva de distribución del método “RDMP” 
 
 
 
Gráfico 5. Histograma de frecuencias y curva de distribución del método “RILP” 
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Gráfico 6. Histograma de frecuencias y curva de distribución del método “PLTO” 
 
4.5. Aplicación de estadística NO PARÁMETRICA 
 
Debido a que los valores reportados por 3 métodos rechazaron la hipótesis 
de normalidad, se procedió a realizar pruebas NO PARAMÉTRICAS para conocer 
si existen diferencias significativas entre todos métodos de recuento de plaquetas 
empleados. El test de Friedman demostró que existen pruebas suficientes para 
rechazar la hipótesis nula y concluir que existen diferencias significativas entre los 
4 métodos. (Tabla 5)  
 
Posteriormente, se procedió a identificar qué grupos específicamente son 
significativos con respecto a los demás y se realizó, entonces, la prueba de 
comparación múltiple de Dunn, ésta demostró que únicamente, no existen 
diferencias significativas entre el método de “RDMP” y el método de “PLTO” 
(Tabla 6). Para su visualización, se procedió a graficar un diagrama “caja y 
bigotes”. (Gráfico 7) 
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Tabla 5. Aplicación del Test de Friedman. Si el valor del estadístico de Friedman 
es mayor de 7.81, cuando se están comparando 4 grupos, demuestra que existen 
pruebas estadísticas suficientes para rechazar la hipótesis nula y concluir que existen 
diferencias significativas entre los grupos; su valor en este estudio fue de 152.6.  
 
TEST DE FRIEDMAN 
 
Valor “p” P<0.0001 
Son las medianas significativamente 
diferentes? (p < 0.05) Yes 
Número de grupos 4 
Estadístico de Friedman  152.6 
 
 
Tabla 6. Aplicación del Test post-hoc de DUNN 
 
PRUEBA DE 
COMPARACIÓN MÚLTIPLE 
DE DUNN 
Diferencia en la suma 
de rangos 
Significativo? p < 0.05? 
“AUTOMATIZADO” vs 
“ORIGINAL” 81.00 Yes 
“AUTOMATIZADO” vs 
“MODIFICADO” -10.00 No 
“AUTOMATIZADO” vs 
“LÁMINA PERIFERICA” -89.00 Yes 
“ORIGINAL” vs 
“MODIFICADO” -91.00 Yes 
“ORIGINAL” vs “LÁMINA 
PERIFERICA” -170.0 Yes 
“MODIFICADO” vs “LÁMINA 
PERIFERICA” -79.00 Yes 
 
“AUTOMATIZADO”: recuento óptico de plaquetas (PLTO). “ORIGINAL”: recuento directo 
original de plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP”. “LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
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Gráfico 7. Diagrama “caja y bigotes” de los métodos PLTO, RDOP, RDMP y RILP. 
Se observó similar distribución de los datos recolectados por los métodos 
“AUTOMATIZADO” (PLTO) y el “MODIFICADO” (RDMP). 
 
 
4.6. Determinación del coeficiente de correlación de Spearman 
 
Para determinar la asociación entre las variables, se calculó el coeficiente 
de correlación de Spearman (Tabla 7), debido a que los datos no siguen una 
curva de distribución normal. Se demostró una correlación positiva entre los 
métodos “RDOP”, “RDMP” y “RILP” (0.998, 0.984 y 0.985, respectivamente). 
Adicionalmente, se graficó los diferentes valores del coeficiente de correlación de 
Spearman para los métodos de recuento que se compararon con el automatizado. 
(Grafico 8) 
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Tabla 7. Determinación del coeficiente de correlación de Spearman. Se 
considera una correlación positiva cuando se encuentra entre 0 y 1. 
 
Coeficiente de 
correlación 
Spearman  
“ORIGINAL” “MODIFICADO” “LÁMINA 
PERIFÉRICA” 
“AUTOMATIZADO” 0.998 0.984 0.985 
 
“AUTOMATIZADO”: recuento óptico de plaquetas (PLTO). “ORIGINAL”: recuento directo 
original de plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas 
“RDMP”. “LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
 
 
 
 
Gráfico 8.  Comparación de los coeficientes de correlación de Spearman de los 
métodos “RDOP”, “RDMP” y “RILP” con el método de recuento “PLTO”. Todos los 
grupos tuvieron una correlación positiva y estuvieron muy cercanos entre sí. 
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4.7. Análisis de regresión lineal 
 
La ecuación de regresión para el método RDOP fue Y= 0.8552X - 5935 con 
un R2= 0.9952, para el método RDMP fue Y= 0.9758X - 6435 con un R2= 0.9680 y 
para el método RILP fue Y= 1.020X + 66070 con un R2= 9693.  Las pendientes en 
todos los casos evaluados tienen signo positivo por lo que la relación que existe 
es proporcional.  Además, en el caso de las muestras evaluadas mediante el 
recuento “RDOP” se observó la pendiente (0.8552) más alejada de la unidad y 
con respecto a las muestras evaluadas mediante el recuento “RDMP”, se observó 
el menor coeficiente de determinación (R2), que fue de 0.9680 (Tabla 8). Para 
mejorar la interpretación, se procedió a graficarlas. (Gráficos 9, 11 y 13) 
 
Para el caso de los resultados de los residuos, para mejor la interpretación, 
se procedió a graficarlos (Gráficos 10, 12 y 14). Los que presentaron menor 
alejamiento de la media (0) fueron para los recuentos evaluados mediante el 
método “RDMP”. (Gráfico 12) 
 
 
Tabla 8. Análisis de regresión lineal 
 
VALORES DE 
MEJOR AJUSTE 
“ORIGINAL” “MODIFICADO” “LÁMINA 
PERIFÉRICA” 
N° DE VALORES 108 108 108 
PENDIENTE 0.8552 0.9758 1.020 
INTERCEPTO -5935 6435 66070 
R2 0.9952 0.9680 0.9693 
 
N°: Número. R2: coeficiente de determinación. “ORIGINAL”: recuento directo original de 
plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas “RDMP”. 
“LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
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Gráfico 9. Análisis de regresión lineal del método “PLTO” en comparación con el 
método “RDOP” 
 
 
Gráfico 10. Valores residuales del método “PLTO” en comparación con el método 
“RDOP” 
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Gráfico 11. Análisis de regresión lineal del método “PLTO” en comparación con el 
método “RDMP”  
 
 
Gráfico 12. Valores residuales del método “PLTO” en comparación con el método 
“RDMP” 
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Gráfico 13. Análisis de regresión lineal del método “PLTO” en comparación con el 
método “RILP” 
 
 
Gráfico 14. Valores residuales del método “PLTO” en comparación con el método 
“RILP” 
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4.8. Aplicación del Test de Bland - Altman 
 
Esta prueba está basada en el análisis de las diferencias individuales y 
permite determinar los límites de concordancia y visualizar de forma gráfica las 
discrepancias observadas, con la finalidad de saber hasta qué punto los 
resultados obtenidos mediante las diferentes metodologías son equivalentes. Los 
gráficos 15, 16 y 17 muestran que la mayoría de diferencias se ubican alrededor 
del BIAS (44666.7 plaquetas/uL, 27.8421 plaquetas/uL y -71333.4 plaquetas/uL 
respectivamente) y que el método “RDMP” tuvo el menor BIAS. (Tabla 9)  
 
Adicionalmente, para el caso del gráfico 15, las diferencias entre las 
mediciones (línea negra continua) se encuentran por encima de 0, generando una 
interpretación de que los recuentos de plaquetas mediante el método “RDOP” son 
menores que del método “PLTO”, así mismo, para el caso del gráfico 17, las 
diferencias entre las mediciones (línea negra continua) se encuentran por debajo 
de 0, generando una interpretación de que los recuentos de plaquetas mediante el 
método “RILP” tienden a sobreestimar los recuentos. Por otro lado, el gráfico 16 
muestra que la diferencia tuvo un valor cercano a 0 y se encontró dentro de los 
límites de concordancia, demostrando que el método “RDMP” y el método “PLTO”  
produjeron resultados muy próximos.  
 
Tabla 9. Test de Bland-Altman (análisis de diferencias individuales) 
 
 “ORIGINAL”  “MODIFICADO”  “LÁMINA 
PERIFÉRICA”  
N° DE VALORES 108 108 108 
BIAS 44666.7 27.8421 -71333.3 
95% LC bajo 1211.36 -49739.6 -122066 
95% LC alto 88122.0 49795.3 -20600.9 
 
N°: Número. LC: Límites de concordancia. “ORIGINAL”: recuento directo original de 
plaquetas “RDOP”. “MODIFICADO”: recuento directo modificado de plaquetas “RDMP”. 
“LÁMINA PERIFÉRICA”: recuento indirecto mediante lámina periférica “RILP”. 
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Gráfico 15. Test de Bland-Altman: “Difference plot” para las metodologías “PLTO” 
y “RDOP” 
 
 
Gráfico 16. Test de Bland-Altman: “Difference plot” para las metodologías “PLTO” 
y “RDMP” 
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Gráfico 17. Test de Bland-Altman: “Difference plot” para las metodologías “PLTO” 
y “RILP” 
 
 
4.9. Determinación del desempeño de calidad e indicadores de desempeño 
 
A partir de los datos recolectados mediante las metodologías “RDOP”, 
“RDMP” y “RILP” en cada uno de los niveles 1, 2 y 3 (bajo, normal y alto, 
respectivamente) de los controles internos, se realizó el cálculo de la media 
aritmética, desviación estándar y coeficiente de variación (Tablas 10, 11 y 12); y 
se observó que el método “RILP” presento los valores más altos. Luego, se 
compararon los resultados con información interlaboratorial del mismo lote (Tabla 
13) brindada  por el mismo proveedor y un requisito de la calidad para el recuento 
de plaquetas dado por CLIA. (Tablas 14, 15 y 16) 
 
Junto con el hallazgo del desempeño de calidad, se realizó el cálculo de 
algunos indicadores de desempeño, como el índice de error total, el coeficiente de 
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métodos “RDOP” y “RILP” presentaron desempeños deficientes, mientras que, 
inesperadamente, se observó que solo el método “RDMP” presentó un 
desempeño aceptable. (Tabla 15)  
 
Tabla 10. Media aritmética, desviación estándar y coeficiente de variación 
del método “RDOP” a partir de los controles internos 
 
CONTROLES INTERNOS 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
MEDIA 66 181 399 
DS 10.4 12.0 23.0 
CV 16% 7% 6% 
 
Media: media aritmética. DS: desviación estándar. CV: coeficiente de variación. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
 
Tabla 11. Media aritmética, desviación estándar y coeficiente de variación 
del método “RDMP” a partir de los controles internos 
 
CONTROLES INTERNOS 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
MEDIA 81 221 485 
DS 8.5 13.6 41.6 
CV 11% 6% 9% 
 
Media: media aritmética. DS: desviación estándar. CV: coeficiente de variación. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
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Tabla 12. Media aritmética, desviación estándar y coeficiente de variación 
del método “RILP” a partir de los controles internos 
 
CONTROLES INTERNOS 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
MEDIA 139 338 603 
DS 14.2 34.7 41.9 
CV 10% 10% 7% 
 
Media: media aritmética. DS: desviación estándar. CV: coeficiente de variación. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
 
Tabla 13. Media aritmética, desviación estándar y coeficiente de variación de 
la información interlaboratorial según los niveles establecidos. Información 
interlaboratorial del mismo lote de los controles internos, según la metodología de 
recuento de plaquetas “PLTO” que realiza el equipo automatizado hematológico 
Abbott CELL-DYN Ruby para los niveles 1, 2 y 3. 
 
CONTROL INTERLABORATORIAL 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
MEDIA 82 217 485 
DS 6 10.9 20.8 
CV 7% 5% 4% 
 
Media: media aritmética. DS: desviación estándar. CV: coeficiente de variación. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
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Tabla 14. Determinación del desempeño de calidad e indicadores de 
desempeño para el método “RDOP” según los niveles establecidos. Los 
indicadores de rendimiento se consideran buenos cuando son <1, borderline cuando 
son <2 y deficientes cuando son >2. Para el caso del sesgo y ET se consideraron 
valores enteros. 
 
 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
V.A. Sesgo 20% 17% 18% 
ET 90% 76% 38% 
RQ (CLIA) 25% 25% 25% 
Desempeño DEFICIENTE DEFICIENTE DEFICIENTE 
IET 3.6 3.1 1.5 
CVR 1.2 1.2 0.8 
SR 11.1 8.9 3.9 
 
V.A. Sesgo: Valor absoluto del sesgo. ET: error total, RQ: requisito de la calidad, IET: 
índice de error total, CVR: coeficiente de variación relativo, SR: sesgo relativo. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
 
Tabla 15. Determinación del desempeño de calidad e indicadores de 
desempeño para el método “RDMP” según los niveles establecidos. Los 
indicadores de rendimiento se consideran buenos cuando son <1, borderline cuando 
son <2 y deficientes cuando son >2. Para el caso del sesgo y ET se consideraron 
valores enteros. 
 
 
 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
V.A. Sesgo 2% 2% 0% 
ET 18% 9% 4% 
RQ (CLIA) 25% 25% 25% 
Desempeño ACEPTABLE ACEPTABLE ACEPTABLE 
IET 0.7 0.4 0.2 
CVR 1.0 0.4 0.2 
SR 0.2 0.3 0.0 
 
V.A. Sesgo: Valor absoluto del sesgo. ET: error total, RQ: requisito de la calidad, IET: 
índice de error total, CVR: coeficiente de variación relativo, SR: sesgo relativo. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
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Tabla 16. Determinación del desempeño de calidad e indicadores de 
desempeño para el método “RILP” según los niveles establecidos. Los 
indicadores de rendimiento se consideran buenos cuando son <1, borderline cuando 
son <2 y deficientes cuando son >2. Para el caso del sesgo y ET se consideraron 
valores enteros. 
 
 
 
 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 
V.A. Sesgo 70% 56% 24% 
ET 90% 76% 38% 
RQ (CLIA) 25% 25% 25% 
Desempeño DEFICIENTE DEFICIENTE DEFICIENTE 
IET 3.6 3.1 1.5 
CVR 1.2 1.2 0.8 
SR 11.1 8.9 3.9 
 
V.A. Sesgo: Valor absoluto del sesgo. ET: error total, RQ: requisito de la calidad, IET: 
índice de error total, CVR: coeficiente de variación relativo, SR: sesgo relativo. NIVEL 1: 
bajo. NIVEL 2: normal. NIVEL 3: alto. 
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V. DISCUSIÓN  
 
El método automatizado por recuento óptico de plaquetas fue tomado como 
referencia en este estudio debido a la confiabilidad que genera esta metodología y 
que ha sido también tomado como referencia por otros estudios.23-24 No obstante, 
estos principios tienen limitaciones, la correlación disminuye en presencia de 
interferentes, como por ejemplo, fragmentación de eritrocitos o leucocitos, lípidos, 
crioaglutininas, entre otros; así lo demostró Congona R.13 Por lo tanto, el 
laboratorio clínico siempre está requiriendo otras metodologías para confirmar 
estos recuentos. 
 
El método que mostró una mayor dispersión de datos con respecto a su media, 
fue el “RILP”, siendo por lo tanto, el que menor precisión tuvo con respecto a los 
demás métodos. Se observó una disminución del coeficiente de variación 
interobservador con respecto al reportado en otros estudios, 13,25 en el cual, el uso 
20 muestras para el cálculo también ha sido usado en otros trabajos de 
investigación.26-27 Esto demostró que el método “RDMP”, mejora el 
reconocimiento de las plaquetas por los observadores, debido a que ahora 
también se puede tomar en cuenta el color.   
 
Para el caso de la regresión lineal, las pendientes en todos los casos evaluados 
tienen signo positivo por lo que la relación que existe es proporcional.  El método 
“RDMP”, obtuvo el menor coeficiente de determinación (R2), que fue de 0.9680, 
esto significa que puede predecir y replicar mejor futuros resultados. Además los 
residuos generados también por este método presentaron menor alejamiento de 
la media (0), esto significa que son lo que tienen mayor grado de exactitud. El 
hecho de que el método “RDMP” tuvo el menor BIAS o también llamado Sesgo 
(Test de Bland - Altman), no generó admiración, debido a la facilidad de 
reconocimiento de las plaquetas (CV interobservador también disminuido) y que 
se consideró adecuada la población debido a  que tamaños similares ya han sido 
considerados en otros estudios; 23-24 y que el tipo de muestreo que se utilizó 
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(probabilístico de tipo aleatorio simple), genera que se puede medir el tamaño del 
error en las predicciones y reducir al mínimo el error.28  
 
Esta sobreestimación con respecto al automatizado por parte de la gran mayoría 
de métodos en lámina periférica, genera que no se recomiende para contar 
plaquetas de manera general (valores normales, altos o bajos) y por ende, el valor 
que aporta para poder confirmar recuentos del equipo automatizado, es 
deficiente; esto también ya ha sido reportado en otros estudios.29-30 
 
Por ese motivo, guías como la del Instituto de Salud Pública de Chile: 
“Recomendaciones para la interpretación del hemograma: Serie roja, blanca y 
plaquetaria” sólo sugieren el reporte de resultado mediante cruces o un rango 
promedio de plaquetas por campo.31 
 
Una limitación es el tiempo que necesita el método G&S para poder generar 
resultados confiables (17 minutos), sin embargo, como sólo utiliza un lado de la 
cámara de Neubauer, se pueden obtener 2 resultados (2 pacientes) en ese 
tiempo aproximadamente. Además, el tiempo de preparación del colorante (20 
minutos) se considera despreciable para tomar en cuenta en la realización de la 
prueba, ya que si preparamos sólo 100 mL, se podrá realizar más de 3300 
ensayos (30 uL por prueba); el costo de los reactivos también resultó muy 
económico ya que se recibió un presupuesto proveniente de una empresa 
vendedora de reactivos y colorantes (Anexo 12), generando un costo promedio 
por prueba de 0.5 dólares para el laboratorio.   
 
Por esa razón, existen trabajos de investigación que destacan el valor de un 
recuento directo (cámara de Neubauer) de plaquetas de manera general (valores 
normales, altos o bajos) para laboratorios de hematología, como los que 
realizaron Anilema M.32 y  Zabala N.33 ; e inclusive en procedimientos para 
laboratorios de banco de sangre (plasma pobre en plaquetas), así lo demostró 
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Leena J.23 Igualmente, existen guías y manuales que recomiendan también 
métodos de recuento directo como la que realizaron Kitchen S et al.34 (2010) cuyo 
título fue “Diagnóstico de Hemofilia y otros trastornos de la coagulación” y que el 
vigente manual de procedimientos de laboratorio en técnicas básicas de 
hematología del Instituto Nacional de Salud del Perú (2005) también lo sugiere.35  
 
VI. CONCLUSIONES 
 
El método “RDMP” es comparable con la metodología automatizada para el 
recuento de plaquetas. 
 
El método “RDMP” presenta mayor fiabilidad estadística, es práctico y 
económico, confirmando entonces, la utilidad del azul de metileno bajo las 
condiciones de muestreo y tipo de muestras evaluadas en este estudio. 
 
El método “RDMP” no sólo es estadísticamente aceptable, sino también 
presenta un desempeño de calidad aceptable, siendo confiable en la toma de 
decisiones médicas. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 
Por todo lo anteriormente expuesto, se sugiere que se sigan las siguientes 
recomendaciones: 
 
1. Al no existir trabajos de investigación que empleen el uso de colorantes 
para un recuento directo, este estudio pretende ser base para poder 
orientar posteriores publicaciones donde se trabaje con muestras 
solamente patológicas, se analice por separado cada interferente que 
puede influir en los recuentos plaquetarios o en casos de trombocitopenias 
severas, por consecuencia, se requiera comparar metodologías 
automatizadas y otras formas de recuento que verdaderamente puedan 
cuantificar plaquetas. 
 
2. No se deben utilizar otros tipos de azul de metileno, ya que el autor de este 
estudio utilizó los más frecuentemente usados (acuosos, alcohólicos, de 
loeffler, entre otros); sin poder encontrar resultados similares al uso del 
azul de metileno de “HAMA”; ya que con los otros tipos de azul de metileno 
se necesitó de una gran cantidad de volumen para poder colorear a las 
plaquetas en la cámara, alterando la dilución y por consecuencia, el reporte 
de resultados. 
 
3. Si ya se cuenta con azul de metileno al 1%, sí es posible solo poder añadir 
bicarbonato de sodio y calentar la solución, en la cantidad y tiempo 
necesario para su uso, según lo especificado. 
 
4. La marca comercial de la cámara de neubauer que se usó fue Marienfeld, 
sin embargo, sí es posible utilizar otras marcas comerciales; solamente 
deben cumplir con los estándares de calidad para su elaboración y se 
sugiere que sean cámaras de neubauer mejoradas (o también 
denominadas improved), es decir que contengan una triple de línea en el 
retículo para la realización del recuento. 
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5. Si la aplicación del recuento directo se realizará diariamente, se 
recomienda separar una pequeña cantidad de oxalato de amonio al 1% y 
guardarlo en un lugar con ventilación constante y sin exponerlo a la luz. Si 
la frecuencia de uso no es así, se recomienda almacenarlo en refrigeración 
y la solución puede ser usada mientras se mantenga transparente. 
 
6. Oficialmente, se utilizaron tubos de 12x75 mm para este estudio, sin 
embargo, el autor también manifiesta que se pueden usar otros tamaños 
de tubo de manera alternativa, pero con la misma condición, es decir que 
sean de plástico. 
 
7. El autor de este estudio también recomienda el uso de una cámara de 
celular (mínimo 12 megapíxeles), como alternativa para poder realizar los 
recuentos en la cámara de Neubauer mediante el método “RDMP”, es 
decir, se toman imágenes de los 4 lados especificados  y se procede a su 
agrandamiento, ya que fue una opción muy preferida por los tecnólogos 
médicos participantes que realizaron los recuentos plaquetarios mediante 
éste método. 
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 ANEXO 1 
 
TÍTULO: Utilidad del azul de metileno para el recuento de plaquetas en la cámara de Neubauer 
 
 
 
 
 
 
 
 
VARIABLE DEFINICIÓN CONCEPTUAL 
DEFINICIÓN 
OPERACIONAL 
TIPO DE 
VARIABLE 
ESCALA DE 
MEDICIÓN 
CATEGORÍA 
O UNIDAD 
Utilidad del azul 
de metileno 
Capacidad del azul de 
metileno para mejorar la 
visualización plaquetaria 
Plaquetas visualizadas 
de azul en la cámara de 
Neubauer 
Dependiente 
Cualitativa 
Ordinal 
Dicotómica 
0 = No 
1 = Sí 
Recuento de 
plaquetas en la 
cámara de 
Neubauer 
Número de plaquetas 
por microlitro calculado 
en la cámara de 
Neubauer 
Total de plaquetas 
contadas en cuatro 
cuadrantes terciarios del 
cuadrante secundario 
central en la cámara de 
Neubauer y multiplicado 
por un factor 
Independiente 
Cuantitativa 
Razón 
Discreta 
N# de 
plaquetas 
 ANEXO 2 
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 ANEXO 4 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 ANEXO 5 
 
El recuento de plaquetas mediante la metodología realizada por el equipo 
hematológico automatizado Abbott CELL-DYN Ruby se encuentra descrito en 
el “Manual de Operaciones del Sistema”, capítulo 3: “Principios del 
funcionamiento”, sección: “Análisis de los eritrocitos y plaquetas (RBC/PLT)”. 
 
1. La jeringa del diluyente/reactivo envolvente dispensa 2,79 ml de diluyente a 
través de la válvula de segmentación, de los cuales 1,67 μl se transfieren a 
la cámara de mezcla para el análisis de los eritrocitos. 
 
2. Esta alícuota y el diluyente son dirigidos hacia la cámara de mezcla 
RBC/PLT, donde se mezcla la dilución. Finalmente, se obtiene una dilución 
1:1675. 
 
3. La bomba de transferencia conduce la dilución RBC/PLT de la cámara de 
mezcla a la tobera de inyección de muestra de la celda de flujo óptica. 
 
4. El diluyente/reactivo envolvente, sometido a una presión constante en el 
depósito, se transfiere a la celda de flujo óptica. 
 
5. La jeringa volumétrica dispensa secuencialmente 24 μl de la dilución RBC/ 
PLT en la celda de flujo con una presión (y velocidad) inferior a la del 
diluyente/reactivo envolvente. 
 
6. Debido a que el reactivo envolvente, que rodea la dilución RBC/PLT, fluye a 
mayor velocidad y a la geometría especial de la celda de flujo, las células 
son enfocadas individualmente en el flujo de la dilución RBC/PLT para 
permitir su recuento. 
 
7. Se enfoca un rayo láser hacia la celda de flujo. A medida que el flujo de 
muestra interacciona con el rayo láser, el esparcimiento lumínico se mide a 
0°, 10° y 90° para los eritrocitos, y a 0° y 10° para las plaquetas. 
 ANEXO 6 
 
El recuento directo original de plaquetas siguió el siguiente protocolo: 
 
1. A partir de una muestra sanguínea recolectada con EDTA dipotásico o 
tripotásico y que cumplió con los demás criterios de inclusión, se procedió a 
realizar una dilución 1/100 con oxalato de amonio al 1% en tubos de 
plástico de 12x75 mm (no se debe usar vidrio debido a que las plaquetas 
pueden adherirse a las paredes del tubo). 
 
2. Luego, se homogenizó la mezcla brevemente y se cargó en ambos lados 
de la cámara de Neubauer. Se dejó reposar durante 15 minutos en una 
placa Petri que contuvo un pequeño trozo de algodón húmedo o un pedazo 
de papel filtro húmedo. 
 
3. Finalmente, el conteo fue hecho mediante un microscopio de contraste de 
fases, tanto en el lado superior como inferior de la cámara, en la misma 
zona de recuento de hematíes (10 cuadrantes en total). Estas se pueden 
diferenciar de otros elementos debido a su color rosado o púrpura y 
refringencia. El número de plaquetas total contadas se multiplicó por 2500 
dando como resultado el número de plaquetas/uL de sangre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ANEXO 7: IMÁGENES ADICIONALES 
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Plaquetas azules a 40x según el método “RDMP” 
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 ANEXO 8 
 
PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDARIZADO DEL RECUENTO 
DIRECTO MODIFICADO DE PLAQUETAS “RDMP” 
 
 
I. OBJETIVO 
 
Este método es útil para la determinación cuantitativa de plaquetas tanto en 
rangos de valores normales y patológicos. 
 
II. ALCANCE 
 
En laboratorios no especializados, especializados y autorizados para el apoyo 
al  diagnóstico hematológico. 
 
III. RESPONSABILIDAD 
 
El tecnólogo médico o profesionales afines capacitados en los laboratorios. 
 
IV. DEFINICIÓN DE TÉRMINOS 
 
- Plaquetas: Son fragmentos citoplasmáticos pequeños, irregulares y 
carentes de núcleo. 
 
- Recuento directo plaquetario: Conteo de plaquetas realizado en la  
cámara de Neubauer. 
 
 - Cámara de Neubauer: Instrumento utilizado para contar partículas 
existentes en un líquido. 
 
V. SIGNIFICANCIA CLÍNICA 
  
El recuento de plaquetas está involucrado en el apoyo al diagnóstico para 
enfermedades relacionadas con trombocitopenias o trombocitos, además de 
ser importante para la realización de cirugías, transfusiones, etc.  
 
VI. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALÍTICA 
 
Este método se basa en contar plaquetas refringentes y de color azul en cuatro 
cuadrantes terciarios del cuadrante secundario central en la cámara de 
Neubauer; posteriormente se multiplica el número total contado por un factor. 
 
VII. REACTIVOS Y OTROS PRODUCTOS:  
 
- Oxalato de amonio al 1% 
- Azul de metileno de “HAMA” 
- Papel toalla 
 
VIII.  PREPARACIÓN DE REACTIVOS 
 
  El Oxalato de amonio al 1% se prepara de la siguiente manera: Diluir 1 gr de 
oxalato de amonio en 100 mL de agua destilada. 
 
El azul de Metileno de “HAMA” se prepara de la siguiente forma: Diluir 1 gr de 
azul de metileno en 100 mL de agua destilada, agregar 1 gr de bicarbonato de 
sodio y mezclar durante 1 minuto, luego, llevar la solución a ebullición (100°C), 
una vez logrado, cronometrar 30 minutos. Finalmente, dej
 a temperatura ambiente, mezclar durante 1 minuto y filtrar dos veces con papel 
Whatman N°2 o grado 2, la solución está lista para su uso. Si ya se cuenta con 
azul de metileno al 1%, sí es posible solo poder añadir bicarbonato de sodio y 
calentar la solución, en la cantidad y tiempo necesario para su uso, según lo 
especificado. 
 
IX. CONSERVACION Y ESTABILIDAD 
 
Si la aplicación del recuento directo se realizará diariamente, se recomienda 
separar una pequeña cantidad de oxalato de amonio al 1% y guardarlo en un 
lugar con ventilación constante y sin exponerlo a la luz. Si la frecuencia de uso 
no es así, se recomienda almacenarlo en refrigeración (para su dilución con 
sangre, esperar a que alcance la temperatura ambiental) y la solución puede 
ser usada mientras se mantenga transparente. 
 
El azul de metileno de “HAMA” se conserva a temperatura ambiente y su uso 
es indefinido. 
 
X. EQUIPAMIENTO 
 
 Cámara de Neubauer “improved” 
 Microscopio óptico de campo claro 
 Cámara “húmeda” 
 Micropipetas y tips o puntillas 
 
XI. MUESTRA 
 
Sangre venosa extraída con EDTA dipotásico o tripotásico con menos de 
cuatro horas de almacenamiento a temperatura ambiente. 
 
 XII.   MODO DE OPERACIÓN 
 
1. Se realiza una dilución, previa homogenización de la muestra sanguínea, 
con oxalato de amonio al 1% (mover esta solución antes de su uso por unos 
breves segundos también), en tubos de plástico de 12x75 mm (no se debe 
usar vidrio debido a que las plaquetas pueden adherirse a las paredes del 
tubo), de tal manera que por cada 20 uL de sangre, se debe agregar 870 uL 
de oxalato de amonio al 1%. Limpiar el exceso de sangre en la superficie 
del tip o puntilla con un pedazo de papel toalla antes de mezclar con el 
oxalato de amonio al 1%. 
 
2. Luego, se homogeniza la mezcla mediante el uso de una micropipeta (fijada 
a 870 uL) o mediante el uso de parafilm durante 20 segundos y se dejó 
reposar el tubo a temperatura ambiente por 15 minutos. 
 
3. Se agrega 30 uL del azul de metileno de “HAMA” y se mezcla 5 veces 
mediante el uso de una micropipeta o mediante el uso de parafilm. 
Inmediatamente después, se mide 20 uL de la solución total (limpiar 
brevemente el exceso en la superficie del tip o puntilla con un pedazo de 
papel toalla), se carga en un sólo lado de la cámara de Neubauer (deberá 
sobrar muy poco de solución en el tip) y se deja reposar en una placa Petri 
de vidrio o plástico con un pequeño trozo de algodón húmedo o un pedazo 
de papel filtro húmedo por 5 minutos, para permitir la sedimentación de 
plaquetas. 
 
4. Finalmente, el recuento se realiza mediante un microscopio óptico de 
campo claro, a 40X, el condensador totalmente abajo, el diafragma 
semicerrado o casi cerrado por completo y en la zona de recuento de 
hematíes (cuadrante secundario central), con excepción del cuadrante 
terciario central (solo 4 cuadrantes, superior izquierda y derecha; inferior 
derecha e izquierda). Las plaquetas se pueden diferenciar de otros 
elementos debido a su color azul, refringencia y forma circular u oval. El 
número de plaquetas total contadas se multiplicó por 2875, dando como 
resultado el número de plaquetas/uL de sangre. 
 XIII. MODO DE RECUENTO 
 
Para que las células que están encima o cerca de las líneas de limitación, no 
se cuenten dos veces o se olviden en el recuento, se siguen las siguientes 
reglas: 
 
- Se cuentan todas las células que se encuentran dentro de una definida 
zona de medición, siguiendo una determinada dirección. Figura 1 
 
- También se cuentan las células (marcadas en negro) que tocan o están 
encima de 2 líneas a un lado (en la línea de medida izquierda y superior). 
Figura 2 
 
  
Figura 1. Dirección que debe seguir el recuento. 
  
Figura 2. Sólo las células que tocan o están encima de 2 líneas en los lados 
superior e izquierdo (en negro), deben ser contadas. 
 
 
XIV. RESULTADOS ANALÍTICOS 
 
 RANGO DE VALORES A INFORMAR 
  
Mediante este factor el rango de valores a informar será entre 143 750 y 575 00 
plaquetas por uL de sangre. Para rangos inferiores o superiores, se deberán 
utilizar otros factores detallados en la sección de rangos de alarma. 
 
 
 
  RANGOS DE ALARMA 
 
 
- Si en la cámara de Neubauer, se cuentan menos de 50 plaquetas en total, 
se debe modificar el método con el uso de las siguientes proporciones: 
por cada 20 uL de sangre, agregar 425 uL de oxalato de amonio al 1% y 
15 uL de Azul de Metileno de “HAMA” en sus pasos respectivos. El paso 
“2” aumenta hacia 20 minutos, todos los demás se mantienen igual. El 
número de plaquetas total contadas se debe multiplicar por 1437, dando 
como resultado el número de plaquetas/uL de sangre. 
 
- Si en la cámara de Neubauer, se cuentan más de 200 plaquetas en total, 
se debe modificar el método con el uso de las siguientes proporciones: 
por cada 20 uL de sangre, agregar 1760 uL de oxalato de amonio al 1% y 
60 uL de Azul de metileno de “HAMA” en sus pasos respectivos. Todos 
los demás pasos se mantienen sin ninguna variante. El número de 
plaquetas total contadas se debe multiplicar por 5750, dando como 
resultado el número de plaquetas/uL de sangre. 
 
 INTERVALOS DE REFERENCIA: 
 
Los rangos normales de plaquetas se encuentran entre 150 mil y 450 mil 
plaquetas por uL de sangre. 
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 XVI. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plaquetas observadas de color azul a 40X en el cuadrante terciario 
superior izquierdo de la zona de recuento de plaquetas del método 
“RDMP”  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Refringencia plaquetaria a 40X en el cuadrante terciario inferior derecho 
de la zona de recuento de plaquetas del método “RDMP” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ANEXO 9 
 
El Recuento indirecto mediante lámina periférica tuvo el siguiente protocolo: 
 
1. A partir de una muestra sanguínea recolectada con EDTA dipotásico o 
tripotásico y que cumplió con los demás criterios de inclusión, se procedió a 
homogenizar 10 veces el tubo y se realizó un frotis sanguíneo. 
 
2. Se dejó secar el frotis sanguíneo y se realizó una coloración Wright. 
 
3. Se realizó la lectura con el objetivo de 100X. El recuento se realizó en la 
zona de monocapa celular del frotis sanguíneo: El número de eritrocitos 
observados en un cuarto de campo se multiplicó por 4 y se contaron todas 
las plaquetas en el mismo campo. Se procedió a observar otros campos 
hasta llegar a un mínimo de 1000 hematíes. Finalmente, el número total de 
plaquetas por 1000 hematíes fue multiplicado por el número del recuento 
automatizado de hematíes para dar el número de plaquetas total (x103/uL). 
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ANEXO 13: MATRIZ DE CONSISTENCIA 
Título: Utilidad del azul de metileno para el recuento de plaquetas en la cámara de Neubauer 
 
Problemas: Principal 
 ¿Cuál es la utilidad del azul 
de metileno para el recuento 
de plaquetas en la cámara de 
Neubauer? 
 
Problemas Secundarios  
 ¿Cuál es el rango de 
coeficientes de variación 
interobservador de los 
resultados reportados con 
azul de metileno para el 
recuento de plaquetas en la 
cámara de Neubauer? 
 
 ¿Cuál es el grado de 
diferencia o similitud entre los 
recuentos plaquetarios 
realizados por las diferentes 
metodologías? 
 
 ¿Cuál es grado de 
correlación, concordancia y 
significancia clínica por las 
diferentes metodologías 
empleadas? 
 
 ¿Cómo se observarán las 
plaquetas en la cámara de 
Neubauer? 
Objetivos 
Objetivo General  
 Evaluar la utilidad del azul de 
metileno para el recuento 
plaquetario en la cámara de 
Neubauer 
 
Objetivos Específicos  
 Determinar el rango de 
coeficientes de variación 
interobservador en los 
resultados reportados con 
azul de metileno para el 
recuento de plaquetas en la 
cámara de Neubauer. 
 
 Comparar los recuentos 
plaquetarios generados por 
las diferentes metodologías 
empleadas. 
 
 Determinar el grado 
correlación, concordancia y 
significancia clínica 
generadas por las diferentes 
metodologías empleadas. 
  
 Demostrar que las plaquetas 
se observan refringentes y de 
color azul en la cámara de 
Neubauer. 
Hipótesis 
General 
 
 Sí, el azul de metileno será 
útil para el recuento de 
plaquetas en la cámara de 
Neubauer 
 
Específicas 
 
 Sí, se  determinará el rango 
de coeficientes de variación 
interobservador de los 
resultados reportados con 
azul de metileno para el 
recuento de plaquetas en la 
cámara de Neubauer. 
 
 Sí, se compararán los 
recuentos plaquetarios 
generados por las diferentes 
metodologías. 
 
 Sí, se determinará el grado 
correlación, concordancia y 
significancia clínica por las 
diferentes metodologías 
empleadas. 
 
 Sí, las plaquetas se 
observarán de azules y 
refringentes en la cámara de 
Neubauer. 
Variables e Indicadores 
 
El estudio es descriptivo y 
la relación de las variables 
es asociativa, por lo tanto, 
forman parte del estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diseño Metodológico 
Metodología  
Según el enfoque metodológico es 
cuantitativo, según el nivel es aplicada, de 
tipo descriptivo y método comparativo. 
Población 
La población está integrada por 150 
pacientes que asisten al referido hospital  
para realizarse un examen hematológico de 
laboratorio. 
Área de estudio 
El estudio se realizará en los laboratorios de 
Hematología y Emergencias del Hospital 
Nacional Docente Madre Niño San 
Bartolomé, que se encuentra ubicado en la 
siguiente dirección: Avenida Alfonso Ugarte 
825, distrito de Cercado de Lima, provincia 
de Lima, departamento de Lima. 
Muestra 
Está conformado por 59 muestras de 
sangre venosa extraídas con EDTA.                
Tipo de Muestreo                       
Probabilístico de tipo aleatorio simple. 
Técnicas                                     
Observación  y evaluación de la coloración.    
Instrumentos 
Ficha de recolección de datos. 
  
